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摘要 : 为 深入 理解 杀 虫 剂 胁迫 对 烟 粉 乔 Bemisia tabaci 适应 逆境 能 力 的 影响 , 本 研究 运用 实时 灾 光 定量 PCR 技术 
iE Y LC, LCs A LC, 3 种 浓度 的 烽 吓 虫 腕 、 毒 死 蝗 和 高 效 氯 氰 葡 酯 分 别处 理 对 烟 粉 乔 地 中 海 隐 种 B. tabaci 
Mediterranean 成 虫 体内 热 激 蛋白 hsp70 表达 水 平 的 影响 。 结 果 表 明 : ERST) RAF, LC fI LCs BY A Ie 
胺 、 毒 死 昨 、 高 效 氯氰菊酯 可 显 堵 诱导 烟 粉 乱 地 中 海 隐 种 hsp70 的 表达 量 增加 , 此 后 随时 间 延 长 hsp70 表达 量 逐 浙 
PRE, 到 72 h 时 恢复 到 对 照 水 平 , 但 LC, BS 3 种 杀 虫 剂 对 hsp70 的 表达 无 明显 影响 ; 在 常温 (25%C ) 下 ， 较 高 浓度 
( LC4, FI LC. ) 的 烯 啶 虫 胺 、 毒 死 几 和 高 效 氯 氰 菊 酯 处 理 24 h 同样 可 促进 hsp70 表达 量 的 增加 , 然后 hsp70 表达 量 
逐渐 下 降 , 到 72 h 时 恢复 至 正常 水 平 , (ARR E (LC; ) 的 3 种 药剂 处 理 后 hsp70 表达 量 随时 间 延 长 而 增加 ,到 
72 h 时 达到 最 高 ; 在 高 温 (32Y ) 条 件 下 , LCs 和 LCa 的 炳 喧 虫 胺 、 毒 死 蝉 和 高 效 氯氰菊酯 处 理 24 h 可 显著 增强 
hsp70 的 表达 水 平 , 此 后 随时 间 的 延长 hsp70 表达 恢复 至 正常 水 平 。 杀 虫 药剂 诱导 的 hsp70 表达 量 增加 增强 了 烟 粉 
剧 地 中 海 隐 种 对 杀 虫 药剂 和 高 温 的 耐 受 能 力 , 这 可 能 是 导致 其 在 我 国 快速 扩张 的 原因 之 一 。 
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Induced expression of Asp70 mRNA by nitenpyram, chlorpyrifos and 
beta-cypermethrin in Bemisia tabaci Mediterranean ( Hemiptera: 


Aleyrodidae ) 

GUO Ya-Jie, LIANG Pei", GAO Xi-Wu ( Department of Entomology, China Agricultural University , 
Beijing 100193, China) 

Abstract: To understand the effects of insecticides on the adaption of the white fly Bemisia tabaci 
Mediterranean to stress environment, the expression of the heat shock protein gene hsp70 in this whitefly 
was investigated using real-time quantitative PCR after treatment with LC,,, LC. and LC; of nitenpyram, 
chlorpyrifos and beta-cypermethrin, respectively, at different temperatures. The results showed that at the 
lower temperature (15°C) the treatments of the three insecticides at LC. and LC for 24 h significantly 
induced an increase in the expression level of hsp70, and then the expression was decreased gradually 
and showed no difference from the untreated control at 72 h after treatment; the three insecticides at 
LC4;, however, showed no effect on the expression of hsp70. At room temperature (25°C ) , nitenpyram, 
chlorpyrifos and beta-cypermethrin at LC, and LC,, induced the expression of hsp70 significantly at 24 h 
after treatment, and then the expression levels were decreased gradually to the normal level at 72 h after 
treatment; the three insecticides at LC,,, however, induced an increased expression of hsp70 with the 
treatment time. At a higher temperature (32°C ) , nitenpyram, chlorpyrifos and cypermethrin at LC,s and 
LC, significantly induced the expression of hsp70 at 24 h after treatment and the expression levels were 
then decreased and showed no difference from the control at 72 h after treatment. The high-level 
expression of hsp70 induced by insecticides enhances the tolerance of the whitefly to insecticides and high 
temperature, which may be one of the reasons that this whitefly expanded quickly in China. 
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烟 粉 乔 地 中 海 隐 种 Bemisia tabaci Mediterranean 
[由 De Barro 等 (2011 ) 将 原来 的 Q, J, L, Sub- 
Saharan Africa 和 Silverleaf 生物 型 合并 而 成 , 本 文 指 
原 Q 7E 9978 |], 是 世界 性 的 农业 和 园艺 重要 害虫。 
烟 粉 乔 地 中 海 隐 种 最 初 仅 在 伊比 利 亚 半 总 发 生 , 随 
后 在 日 本 、 美 国 、 墨 西 哥 和 危地马拉 等 许多 国家 和 
地 区 均 有 发 现 (Ueda et al., 2006; Brown, 2007), 
Bethke (2009) hf FA mtDNA COI 对 危地马拉 的 两 个 
KR Pea MV d 28 Pe Se PA i 20 Be Ea 
AAS ERR, 过 去 一 直 独 狐 的 中 东 - 小 亚细亚 1 隐 
种 | B. tabaci Middle East-Asia Minor 1 ,由 De Barro 
等 (2011) 将 原来 的 B 和 B2 生物 型 合并 而 成 ,本文 
指 原 B. 生物 型 烟 粉 乔 ] 已 经 被 烟 粉 乱 地 中 海 隐 种 所 
取代 。 在 我 国 , 中 东 - 小 亚细亚 1 隐 种 一 直 是 造成 
严重 危害 的 优势 种 , 但 近年 来 也 已 被 地 中 海 隐 种 所 
取代 , 如 Teng 等 (2010) XIAE ARE 15 省 的 22 个 
烟 粉 乔 种 群 鉴定 发 现 , 其 中 19 个 种 群 中 含有 不 同 
比例 的 地 中 海 隐 种 ， 只 有 3 个 种 群 不 含 地 中 海 隐 
种 ; 陈冲 等 (2011 ) 对 采 目 湖北 省 7 个 市 的 烟 粉 乔 种 
群 鉴定 结果 表明 , 其 中 6 个 种 群 为 地 中 海 隐 种 ,， 仪 
1 个 为 中 东 - 小 亚细亚 1 隐 种 ; 史 苹 香 等 (2012) 对 采 
目 上 海 10 个 代表 性 地 区 的 45 个 烟 粉 剧种 群 鉴定 发 
JL, 有 31 个 种 群 为 地 中 海 隐 种 , 且 采 目 温 室 大 棚 的 
种 群 多 为 地 中 海 隐 种 ( 占 87.0% ) 。 而 在 北京 和 河 
北 局 部 地 区 地 中 海 隐 种 已 经 全 部 取代 了 中 东 - 小 亚 
细 亚 1 eth 2010), AMUN, 与 中 
东 - 小 亚细亚 1 隐 种 相 比 , 地 中 海 隐 种 具有 更 强 的 
耐 热 性 ( Mahadav et al., 2009) ,同时 对 新 烟 碱 类 杀 
忠 药 璋 的 抗 性 也 更 高 (Luo et al., 2010) , 这 可 能 是 
地 中 海 隐 种 迅速 扩张 、 取代 中 东 - 小 亚细亚 1 Ba 
的 主要 原因 。 已 经 明确 , 烟 粉 乔 的 耐 热 性 与 其 热 激 
重 蝗 的 表达 水 平 有 着 直接 关系 (Mahadav et al., 
2009) , 但 有 关 杀 虫 剂 诱 导 与 烟 粉 乔 热 激 重 日 表达 
水 平 的 关系 尚 不 明确 。 因 此 , 深入 理解 杀 虫 剂 对 烟 
粉 莉 地 中 海 隐 种 热 激 重 日 表达 的 影响 可 为 进一步 揭 
示 其 快速 扩张 机 制 提供 实验 证 据 。 

FIM FE (PR PAK TES E) (heat shock 
proteins, hsps) 是 生物 体 遭 受 不 利 环 境 条 件 胁迫 时 
迅速 产生 的 一 种 抗 逆 蛋 白 , 可 帮助 生物 机 体 度 过 不 
利 环境 条 件 ( Lindquist, 1986; Zhao and Jones, 
2012) 。 根 据 集 日 分 子 量 大 小 ，hsps 主要 分 为 4 个 
家 族 ， 即 hsp90 hsp70 和 hsp60 家 族 及 小 分 子 hsp 
家 族 ， 其 中 对 hsp70 的 人 研究 最 普遍 (Pare and 
Lindquist, 1994) 。 目 前 关于 杀 虫 剂 影响 hsps 表达 


的 报道 基本 都 是 将 hsps 作为 检测 环境 中 农药 污染 
的 分 子 标记 去 人 研究 ( Yoshimi et al., 2002; Sharma et 
al., 2008; Langer-Jaesrich et al., 2010; Shashikumar 
and Rajini, 2010), MARTA BABS hsps 表达 对 
害虫 适应 环境 能 力 方面 的 研究 则 未 见报 到 。 本 文 主 
BEDE FE Y AN TFT EP eis eo He. Te SA Bl 
EME 3 种 作用 方式 不 同 的 杀 虫 剂 处 理 对 烟 粉 乱 地 中 
海 隐 种 hsp70 mRNA 表达 量 影响 的 浓度 、 时 间 和 温 
度 效 应 ,并 对 烟 粉 乔 地 中 海 隐 种 快速 扩张 的 可 能 机 
制 进行 了 讨论 。 


1 材料 与 方法 


1.1 BtiX FE H 

烟 粉 乱 地 中 海 隐 种 于 2010 年 6 H FAR HAP 
国 农 业 科 学 院 蔬 染 花 开 研 究 所 温室 ， 以 茄子 
Solanum melongena L. 为 寄主 植物 ,室内 继 代 饲养 ， 
温度 25 +2% , 相对 湿度 5096 — 7096 , 光 周 期 12L: 
12D, 未 接触 任何 药剂 。 
1.2 供 试 药品 及 试剂 

96. 590 Ji e BAXIR MJ B TL) E TG LA PRA 
司 ; 96. 6% jay BUSAN B Js 25 1] EL YL AMA AK 1 TL. Hx 
份 有 限 公 司 ; 95.396 毒 死 凰 原 药 购 自 江 苏 丰 山 集团 
ARA BJ, TRIzol Reagent 购 目 Invitrogen 公司 ; 
Thermo Scientific Verso ^ cDNA Synthesis Kit W Ej 
Thermo Scientific 公司 ; SYBR® Premix Ex Taq™ I 
(Perfect Real Time) 购 目 大 连 宝 生物 工程 有 限 公 
司 。 所 用 杀 虫 剂 分 别 以 丙酮 为 溶剂 配制 成 浓度 为 
50 g/L 的 母液 , 置 4% 冰箱 中 保存 备用 。 
1.3 生物 测定 方法 

生物 测定 采用 田 玉 安 等 (2012 ) 改进 的 100 mL 
插口 离心 管 于 脂 保湿 浸 叶 法 。 实 验 时 , 用 0.02% 的 
Triton X-100 Ree HERR. Tey OSS. EIER 3 
种 药剂 的 母液 分 别 稀释 6 YS BE CH ee: 100, 
50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 mg/L; 高 效 氯氰菊酯 : 
4 000, 2 000, 1 000, 500, 250, 125 mg/L; Ft HE, 
8 000, 4 000, 2 000, 1 000, 500, 250 mg/L) , 取 新 
Bee TERIS HR A RHET Loss ill d 2 33 mm 的 
亲子 叶 盘 浸入 药 液 中 10 s 后 , BUBBEEFOENCA BUG 
E s ASR BER (2.6% , w/v) RH, TED 
—Jm. TE ABI SUR Hp TE Bk PP HE 30 ~ 50 头 ， 
每 个 浓度 4 个 重复 , 以 0.02% 的 Triton X-100 处 理 
的 叶 盘 为 对 照 。 置 于 光照 培养 箱 内 饲养 72 h。 饲 养 
条 件 为 : 温度 25 +2Y , 相对 湿度 70% , 光 周 期 12L: 


1 期 FRIESE: 烦 吓 虫 腕 、 毒 死 蝗 和 高 效 毛 氟 移 酯 对 烟 粉 乱 地 中 海 隐 种 hsp70 mRNA 的 诱导 表达 31 


12D。 用 POLO 软件 处 理 数据 , 计算 3 种 药剂 LC, 
LCso 和 LC;; 值 和 毒 力 回归 方程 的 斜率 。 
1.4 RER, BAA E K A A E e e h E A 
剧 地 中 海 隐 种 

预先 配制 LCa, ，LCx LC; Ki We Ha He 0. 02% 
Triton X-100 水 溶液 , 将 茄子 时 一 分 别 浸入 其 中 10 s 
后 取出 , fT BTE Je ICA E E f. DT s P RAI SIR 
凝 胶 层 上 ， 盖 上 插口 盖 待 用。 将 收集 的 烟 粉 乱 地 中 
海 隐 种 成 虫 于 - 20°C 冰箱 冷冻 5 min, RRR EY 
忠 放 入 离心 管 中 , 男 一 问 用 黑 棉 布 封口 。 每 管 150 
KAA, 每 个 浓度 9 ~ 12 个 离心 管 (根据 药剂 浓度 
大 小 适当 调整 处 理 管 数 )。 同 样 经 -20Y 冷冻 5 
min ARIE BJ LARS BLA 0.02% Triton X-100 处 理 的 时 
盘 饲 养 作 为 对 照 。 将 处 理 组 和 对 照 组 置 于 150C, 
25°C fI 32°C (LC5 处 理 组 在 32%C 下 全 部 死亡 ， 故 
LCz 处 理 组 只 做 了 15°C 和 25°C BAAD BH) 培养 箱 中 
人 饲养, 分 别 于 24, 48 和 72 h 后 取 不 同 温度 、 不 同 浓 
度 处 理 的 烟 粉 乱 1 ~2 管 , 同时 取 对 照 组 试 虫 1 管 。 
TN BRC, 将 存活 个 体 收 集 于 1.5 mL 离心 管内 液 
须 速 头 后 置 于 -80Y 冰 箱 备用 。 高 效 氯 氛 菊 酯 和 毒 
死 蜂 处 理 烟 粉 虱 方 法 同上 , 实验 设 3 次 生物 学 重 
Zo LCa, LCS LC; HY 3 种 药剂 处 理 72 h Je, XH 
粉 乔 的 死亡 率 与 期 望 死亡 率 基 本 相符 。 
1.5 烟 粉 剧 地 中 海 隐 种 hsp70 mRNA 表达 量 检测 

参照 TRIzol Reagent 试剂 盒 方法 提取 不 同 处 理 
的 烟 粉 乱 地 中 海 隐 种 总 RNA， 并 利用 Thermo 
Scientific Verso™ cDNA Synthesis Kit 试剂 盒 合 成 
cDNA, hsp70 mRNA 表达 量 检测 的 引物 分 别 为 : 
hsp70-F: 5’-ACCCGCCGTTGGAATTGATC-3’ 和 
hsp70-R: 5'-GCTGGGAGTGGTGCGGTTTC-3', LA B- 
actin 作为 内 参 基因 ,定量 PCR 的 上 下 游 引 物 分 别 


为 B-actin-F 5’-CTCGTGGATACCGCAAGATT-3’ All B- 
actin-R; 5’-GTCATCACAATCGGAAACGA-3’ , 

FEE PCR 检测 使 用 大 连 宝 生物 工程 有 限 
公司 的 SYBR® Premix Ex Taq™ || (Perfect Real 
Time) 试剂 盒 进 行 。 反 应 体系 为 20 uL, Hp 
SYBR® Premix Ex Taq™ I zx; 1 (2 x) 10 uL, PCR 
上 下 游 引 物 (5 pmol/L) & 1.6 uL, ROX Reference 
Dye (50 x) 0.4 pL, cDNA 模板 2. 0 uL, ddH,O 
4.4 uL, RAE: 95°C 预 变 性 30 s 后 , 95C 5 s, 
60C 30 s, 40 个 循环 ; 溶解 曲线 为 95%C 15 s, 60 
1 ming VASA) Bl B-actin 为 内 参 计 算 hsp70 mRNA 
的 相对 表达 量 。 
1.6 数据 处 理 

采用 2 73 CPfaffl, 2001) 计算 不 同 处 理 组 中 
烟 粉 乔 地 中 海 隐 种 hsp70 mRNA 相对 于 对 照 组 的 表 
达 量 。 同 一 温度 条 件 下 处 理 组 与 对 照 组 烟 粉 乱 地 中 
海 隐 种 hsp70 相对 表达 水 平 差 异 用 上 检验 ; 同一 温 
度 条 件 下 不 同 药剂 浓度 及 同一 浓度 处 理 不 同时 间 组 
基因 表达 量 差异 采用 单 因 素 方差 分 析 ( One-way 
ANOVA, LSD 检测 ) 。 以 上 数据 分 析 均 采用 统计 软 
fF SPSS 进行 (SPSS 17.0, SPSS Inc., USA), 


2 结果 与 分 析 
2.1 3 种 杀 虫 剂 对 烟 粉 虱 地 中 海 隐 种 的 生物 测定 
结果 


通过 生物 测定 ,计算 得 到 的 烯 喧 虫 肪 、 毒 死 蜂 
和 高 效 氯氰菊酯 3 种 药剂 对 烟 粉 乱 地 中 海 隐 种 的 
LCa, LCs PI LC (XR 1). 3 种 药剂 对 烟 粉 我 地 中 
海 隐 种 hsp70 表达 水 平 的 影响 即 分 别 以 表 工 所 列 3 
种 不 同 浓度 在 相应 温度 下 处 理 不 同时 间 进 行 。 


R1 3 种 杀 虫 剂 对 烟 粉 腹地 中 海 隐 种 成 虫 的 毒 力 


Table 1 Toxicity of three insecticides to adults of Bemisia tabaci Mediterranean 


REKI 斜率 LC ( Cl; ) * 
Insecticides Slope + SE (mg/L) 
1 Wee 
A SEE 2.4 40.2 8.3(4.6 -11.0) 
Nitenpyram 
FEJEI 
M 2.5 +0.3 1 359.7(1 110.9 -1 589.9) 
Chlorpyrifos 
Tri 2 
MARAH 2.2 +0.2 583.9( 435.8 - 721.2) 


Beta-cypermethrin 


è Clos El) 95% 的 置信 限 Clg; =95% confidence interval. 


LC 59 ( Clos ) 
(mg/L) 


LCs ( Clos ) 
(mg/L) 


13.1(9.3 -16.1) 20.5(16.7 -26.5) 


2 119.1(1 831.2 -2 447.6) 3 302.6(2 833.2 -4 014.4) 


949.2(773.7 -1 154. 5) 1 542.6(1 260.7 -2 013.5) 
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2.2 15'C' PAN [s] PK E BJ 3 种 杀 虫 剂 处 理 对 烟 粉 虱 
地 中 海 隐 种 hsp70 表达 量 的 影响 

在 15C 下 处 理 后 24 h, Aiii HR JC LCs FI LC; b 
理 组 烟 粉 莉 地 中 海 隐 种 hsp70 表达 量 分 别 是 对 照 组 
的 2.03 信和 2.51 倍 , 显著 高 于 对 照 组 (已 <0.05 ; 
处 理 后 48 h, E "Rf LCx 和 LCz 处 理 组 烟 粉 乱 地 
中 海 隐 种 hsp70 表达 量 分 别 是 对 照 的 1.47 f 
1.55f5, 也 显著 高 于 对 照 组 (P <0.05); 至 处 理 后 
72 h,，LCso 和 LC;s 的 烯 啶 忠 胺 处 理 组 与 对 照 无 显 车 
FEF LC ys 的 烯 喧 虫 腕 处 理 不 同时 间 后 烟 粉 乱 地 中 
海 隐 种 hsp70 表达 量 与 对 照相 比 均 无 明显 变化 (图 
1; A), 

Fe CNH LCs) 5 LC; Ab Fa 24 h,， 烟 粉 乱 地 中 海 
隐 种 hsp70 表达 量 分 别 是 对 照 组 的 2.61 FRA 1.90 
(P <0.05); 处 理 后 48 h 时 ，LCs 处 理 组 烟 粉 乔 
地 中 海 隐 种 hsp70 表达 量 为 对 照 组 的 1.88 倍 (P< 
0.05) ; 处 理 后 72 h, 3 种 浓度 的 毒 死 蝗 对 烟 粉 乱 地 
中 海 隐 种 hsp70 的 表达 量 均 无 明显 影响 (图 1: B)。 

不 同 浓度 的 高 效 氯 氨 和 菊 酯 处 理 后 24 h, LC 与 
LCz 处 理 组 烟 粉 乱 地 中 海 隐 种 hsp70 的 表达 量 分 别 
是 对 照 组 的 1.96 倍 和 2.41 (P <0.05); 处 理 后 
48 h，LCs 和 LC, 处 理 组 烟 粉 乱 地 中 海 隐 种 hsp70 
表达 量 分 别 是 对 照 组 的 1. 87 倍 和 2.21 倍 (P< 
0.05) ; 而 处 理 后 72 h, LCs, 和 LC;; 处 理 组 hsp70 表 
达 量 与 对 照 组 均 无 差异 。LC2 的 高 效 氯氰菊酯 处 理 
不 同时 间 后 hsp70 的 表达 量 均 无 显著 变化 (图 1: 
C). 

从 处 理 的 时 间 歼 应 来 看 ，LC2x HIRDER P. TE 
SESE FPL Te CSA FAS AS 27 301] LE SEAS [8] EY TE] MP hsp70 R 
达 量 均 无 明显 影响 , LCs, A LCH 3 种 药剂 处 理 
后 ， 随 时 间 延 长 hsp70 表达 量 基本 呈 下 降 趋 势 , H 
有 一 定 的 时 间 效 应 。 

2.2 25 人 下 不 同 浓度 的 3 种 杀 虫 剂 处 理 对 烟 粉 用 
地 中 海 隐 种 hsp70 表达 量 的 影响 

在 25C 下 处 理 后 24 h, Jig HR Jf LC, AER ZR AT] 
粉 乔 地 中 海 隐 种 hsp70 表达 量 为 对 照 组 的 1.91 倍 
(P<0.05); 处 理 后 48 h, UE Hg LC, LC.) 和 
LGC; 处理 组 的 hsp70 表达 量 均 显著 高 于 对 照 组 (P < 
0.05) , 分 别 比 对 照 增 加 了 63% , 53% 和 64%; 处 
理 72h Ja, LC 和 LC 的 烯 啶 忠 胺 人 处理 组 hsp70 表 
达 量 分 别 上 升 为 对 照 组 的 2.37 FA 2.15 FRCP < 
0.05)( 图 2: A). 

毒 死 蜂 处 理 后 24 h, LC LC,, Ib38 ZH BURG RA 
地 中 海 隐 种 psp70 表 达 量 均 显 车 高 于 对 照 组 (P< 
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图 1 15'C PAREA CA), SERES CB) 和 
高 效 氯氰菊酯 (C) 处 理 烟 粉 乱 地 中 海 隐 种 不 同时 间 后 
hsp70 mRNA 的 相对 表达 量 
Relative expression level of hsp70 mRNA in Bemisia 


Fig. 1 
tabaci Mediterranean after treatment with nitenpyram (A), 
chlorpyrifos (B) and beta-cypermethrin (C) at LC,,, 
LC. and LC, for different time at 15°C 
图 中 数据 为 3 次 生物 学 重复 的 平均 值 上 标准 差 ; 不 同 小 写字 母 表示 
不 同 浓度 的 药剂 处 理 相 同时 间 后 hsp70 表达 量 存 在 显 车 性 差异 
(ANOVA, P «0.05) ; 柱 上 星 号 表示 该 处 理 组 与 对 照 组 差异 显著 (it- 
检验 , P<0.05)。Y=1.0 的 虚线 表示 对 照 组 hsp70 的 表达 量 ; 图 2 


同 。Data are shown as means of three replicates + SD, and those at the 




















same time point followed by different small letters are significantly 
different among treatments with different concentrations of an insecticide 
(ANOVA, P <0.05). The asterisk above bars indicates significance 
difference between treatment and the corresponding control (t-test, P < 
0.05). The expression level of hsp70 in the control group is marked with 
a dash line at Y 21.0. The same for Fig. 2. 
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0.05), 分 别 比 对 照 组 增加 了 9396 和 78% ; 处 理 后 
48 h, LCa 5 LC, ARIE H hsp70 表达 量 分 别 比 对 照 
组 增加 了 58% Fl 40% (P «0.05) ; 处 理 后 72 h, fX. 
LC,, 处 理 组 的 表达 量 与 对 照 组 相 比 增加 了 3296 
(P«0.05) (K|2; B), 

高 效 毛 氰 和 菊 酷 处 理 后 24 h, LC; LC cbs 2H 
烟 粉 乱 地 中 海 隐 种 hsp70 表达 量 分 别 为 对 照 组 的 
2.1842 481 2. 13 f£ (P <0.05); 处 理 后 48 h AY, 
LC5 , LC I LC, ch 32H. hsp70 表达 量 分 别 是 对 照 
组 的 1.13, 1.28 和 1.40 4E (P «0.05) ; 处 理 后 72 
h, LC,; 和 LCs P 理 组 hsp70 的 表达 量 分 别 是 对 照 组 
的 2.22 和 1.19 售 (P<0.05)( 图 2. C), 

从 处 理 的 时 间 效 应 来 看 ，LC2 B] Ar EH T 
死 蜂 和 高 效 氯氰菊酯 处 理 后 ， 随 时 间 延 长 hsp70 表 
达 量 明显 增加 ,而 LC. LC; 85 3 种 药剂 处 理 后 ， 
随时 间 延 长 hsp70 表达 量 基 本 呈 下 降 趋 势 。 

2.3 32%C 下 LCs 和 LCs 的 烯 晖 虫 胺 、 毒 死 蝗 和 高 
效 氮 氰 菊 酯 处 理 对 烟 粉 虱 地 中 海 隐 种 hsp70 相对 表 
达 量 的 影响 

32*C 下 LC;s 的 3 种 药剂 处 理 后 烟 粉 乱 地 中 海 隐 
种 的 死亡 率 几 乎 均 为 100% , 无 法 测定 其 hsp70 R 
Am, 因此 只 测定 了 LC; LCa 的 3 种 药剂 对 烟 粉 
乱 地 中 海 隐 种 hsp70 表达 量 的 影响 。 烯 喧 虫 胺 处 理 
烟 粉 乱 地 中 海 隐 种 后 24 h, LC; 和 LCs 处 理 组 
hsp70 表达 量 分 别 为 对 照 组 的 3. 24 FEA 3. 43 fii 
(P «0.05) ; 处 理 后 48 h, LC 和 LC 人 处理 组 hsp70 
表达 量 分 别 是 相应 对 照 组 的 2. 42 倍 和 1.56 fii 
(P«0.05); 处 理 后 72 h, LC, 和 LC 处理 组 的 
hsp70 表达 量 仍然 分 别 比 相应 对 照 组 高 30% 和 50% 
(P<0.05)( 图 3. A), 

Be CME TE 32^C 下 处 理 烟 粉 乱 地 中 海 隐 种 后 24 
h, LCI LCa 处 理 组 hsp70 表达 量 分 别 是 相应 对 照 
组 的 1.99 倍 和 3.84 倍 (P<0.05) ; 处 理 后 48 h 和 
72 h，LCsa 处 理 组 hsp70 表达 量 分 别 是 相应 对 照 组 
的 2.04 倍 和 1.69 倍 (P<0.05)( 图 3: B), 

高 效 毛 氰 和 菊 本 处 理 后 24 h, LC,; 5j LCa 处 理 组 
hsp70 表达 量 分 别 是 相应 对 照 组 的 2.31 倍 和 3.71 
fE(P«0.05); 处 理 后 72 h，LC,。 和 LC, 处 理 组 
hsp10 表达 量 分 别 是 相应 对 照 组 的 1.50 倍 和 1.43 
fig (P <0.05) (El 3: C), 

LC4 I 3 种 药剂 处 理 后 24 h, hsp70 的 相对 表 
达 量 最 大 , 随 着 时 间 延 长 hsp70 的 相对 表达 量 逐 渐 下 
降 ; LCs 处 理 组 hsp70 的 表达 量 同 样 随时 间 延 长 而 下 
KE, 但 到 72 h E, 仍然 显著 高 于 对 照 组 (图 3)。 
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图 2 25'C PARERE RECA), EIRC) 和 
高 效 氯氰菊酯 (C) 处 理 烟 粉 乔 地 中 海 隐 种 不 同时 间 后 
hsp70 mRNA 的 相对 表达 量 
Fig. 2 Relative expression levels of hsp70 mRNA in Bemisia 


tabaci Mediterranean after treatment with nitenpyram (A), 
chlorpyrifos (B) and beta-cypermethrin (C) at LC; , 
LC. and LC, for different time at 25°C 


2.4 A [el iim T A Bie R Bic b SE AS [e] ET [8] Je ER Y 80 
地 中 海 隐 种 hsp70 表达 量 的 变化 

在 相对 不 利 的 温度 (15%C 和 32C) 条 件 下 ， 
LCs FH LCs KS Ji ME IR Hec Ah FE KA A EU He HP Y Ba PP Ja 
24 h, hsp70 表达 量 达到 较 高 水 平 ， 此 后 从 48 - 72 
h, 其 表达 量 呈 明显 下 降 趋 势 ; 但 适宜 温度 (257 ) 
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图 3 32°C P LOI LCs, ES A Be HRCA) . EIERE (B) 和 
Ty SOL SAV Bl (C) 处 理 烟 粉 乱 地 中 海 隐 种 不 同时 间 后 
hsp70 mRNA 的 相对 表达 量 
Fig. 3 Relative expression levels of hsp70 mRNA in Bemisia 


tabaci Mediterranean after treatment with nitenpyram (A), 
chlorpyrifos ( B) and beta-cypermethrin (C) at LC,, 
and LC., for different time at 32°C 
Y 21.0 的 虚线 表示 对 照 组 hsp70 的 表达 量 ; 不 同 小 写 和 大 写字 母 分 
别 表示 LCa 和 LCs 处 理 不 同时 间 组 hsp70 表达 量 差异 显著 
(ANOVA, P «0.05) ; 星 号 表示 该 处 理 组 与 对 照 组 存在 显著 差异 (1 
Buh. P 20.05), The expression levd af As70 iu conte] group is 


























marked with a dash line at Y 21. 0. Bars marked with different small and 
capital letters mean significant difference in expression level among 
different treatment time after treatment with LC,; and LCso of an 
insecticide, respectively ( ANOVA, P «0.05) . The asterisk indicates 
statistical difference between treatment and the corresponding control ( t- 


test, P «0.05). 


下 处 理 后 , 随处 理 时 间 延 长 其 表达 量 则 由 低 到 高 呈 
直线 上 升 趋势 , $72 h 时 最 高 。 但 LCzs 人 处 理 后 , 在 
15*C fll 25°C hsp70 的 表达 量 均 随 时 间 延 长 而 下 降 


(图 4)。 
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图 4 不 同 温度 下 烯 啶 虫 胺 处 理 不 同时 间 后 烟 粉 避 
地 中 海 隐 种 hsp70 mRNA 表达 量 的 变化 
Fig. 4 Changes in the relative expression levels of Asp70 
mRNA in Bemisia tabaci Mediterranean after treatment with 


nitenpyram for different time at different temperatures 


2.5 AS |e) iim BETS Be 97 Be Ab TAN] EST 8] Je 358 493 Sth 
中 海 隐 种 hsp70 表达 量 的 变化 
FE ASC $1 327€. 下, LCx 的 毒 死 婢 处 理 烟 粉 乱 地 
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中 海 隐 种 24 h, 其 hsp70 表达 量 均 达 到 较 高 水 平 ， 
此 后 随时 间 延 长 其 表达 量 呈 明显 下 降 趋 势 ; fH 25°C 
下 处 理 后 ,其 表达 量 则 随时 间 延 长 呈 直 线 上 升 趋 
势 。LCso 和 LCz 的 毒 死 蜂 处 理 后 不 同 温度 条 件 下 
hsp70 的 表达 量 随时 间 延 长 均 明显 下 降 , 到 72 h 时 
恢复 到 对 照 组 水 平 (图 5)。 
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图 5 不 同 温 度 下 毒 死 昕 处 理 不 同时 间 后 烟 粉 乔 
地 中 海 隐 种 hsp70 mRNA 表达 量 的 变化 


Fig. 5 Changes in the relative expression levels of hsp70 


mRNA in Bemisia tabaci Mediterranean after treatment with 


chlorpyrifos for different time at different temperatures 


2.6 不 同 温度 下 高 效 氯 氰 菊 酯 处 理 不 同时 间 后 烟 
T st rp ES fh hsp70 mRNA 表达 量 的 变化 

LC>x 的 高 效 氯氰菊酯 在 13 和 32?Y 下 处 理 烟 
粉 乱 地 中 海 隐 种 24 h, 其 hsp70 表达 量 达到 较 高 水 
P, 此 后 从 48 -72 h, 其 表达 量 呈 下 降 趋 势 ; 但 
25"C 下 处 理 后 ,其 表达 量 随时 间 延 长 显著 增加 。 
LCs I LCs 的 高 效 氧 氰 菊 酯 处 理 后 不 同 温度 条 件 下 
hsp70 的 表达 量 均 随时 间 延 长 而 下 降 , 至 72 h 时 恢 
复 到 对 照 水 平 (图 6)。 


3 讨论 


热 激 和 蛋白 的 产生 是 生物 抵御 不 利 环 境 条 件 的 一 
种 应 激 反 应 。 几 乎 所 有 生物 在 遭受 环境 胁迫 时 都 会 
迅速 表达 热 激 重 日 以 保护 目 身 免 受 伤害 ,这 些 胁迫 
因素 包括 病毒 、 细 菌 、 真 菌 等 生物 因素 及 高 温 ( 或 
低温 )、 紫 外 线 、 化 学 农药 等 非 生物 因素 (Zhao and 
Jones, 2012) 。 热 激 和 蛋白 作为 分 子 伴侣 , 可 通过 防 
止 其 他 有 蛋 日 质变 性 , 使 其 恢复 原 有 的 空间 构象 和 生 
物 活性 而 保护 细胞 ,维持 细胞 正常 的 生理 功能 
(Morimoto et al., 1994) 。 

本 文 较 为 详细 地 研究 了 烯 喧 虫 腔 、 毒 死 昕 和 高 
SUA BUR Ba 3 种 和 用 于 烟 粉 乔 防 治 但 作用 机 制 完全 
不 同 的 杀 虫 剂 对 烟 粉 乔 地 中 海 隐 种 hsp70 表达 量 的 
影响 。 由 于 烟 粉 乔 成 虫 活 动能 力 较 强 ,为 便于 实验 
操作 ,我们 对 供 试 烟 粉 乱 统 一 进行 了 -20 , 5 min 
的 冷冻 处 理 。 虽 然 极 端 温度 对 于 烟 粉 乔 热 激 和 蛋白 的 
表达 有 影响 , 但 本 研究 在 实验 时 , 低温 处 理 的 时 间 
非常 短 , DUA 5 min, 而 一 般 研 究 极 端 温 度 对 烟 粉 
各 hsp 表达 水 平 的 影响 ,至少 要 人 处理 1 h(E 
等 , 2007; 王 海 鸿 和 雷 仲 仁 , 2010) ; 另外 , 本 研究 
对 所 有 试 虫 均 进 行 -20Y 5 min 处 理 后 ,再 分 为 两 
组 分 别 用 药剂 和 TritonX-100 进行 处 理 ， 即 处 理 组 
和 对 照 组 试 虫 均 经 过 -20Y7 5 min 的 处 理 , 因此 ， 
该 处 理 方式 即使 对 hsp70 的 基础 表达 有 影响 , RUE 
啊 对 处 理 组 和 对 照 组 也 是 相同 的 , 因而 不 会 影响 后 
续 实 验 中 杀 虫 剂 对 hsp70 诱导 表达 效果 的 检测 。 

本 研究 发 现 上 述 3 种 药剂 对 烟 粉 乱 地 中 海 隐 种 
hsp70 表达 量 的 影响 虽然 不 尽 相 同 , EUR n] ih ES 
导 其 表达 量 增加 。 在 15C 和 25%C 下 ,3 种 杀 虫 药剂 
在 浓度 为 LCs, 和 LC;s 时 的 诱导 效果 明显 高 于 LC, 
但 在 YTF, LC, 和 LCs 的 药剂 对 hsp70 表达 量 的 
影响 基本 一 致 (图 1 ~3)。 除 LC, KI 3 种 杀 虫 药剂 
TE 25°C FX} hsp70 表达 量 的 诱导 呈 逐 渐 增 加 的 趋势 
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图 6 不 同 温度 下 高 效 氯氰菊酯 处 理 不 同时 间 后 
烟 粉 我 地 中 海 隐 种 hsp70 mRNA 表达 量 的 变化 


Fig. 6 Changes in the relative expression levels of hsp70 


mRNA in Bemisia tabaci Mediterranean after treatment with 


beta-cypermethrin for different time at different temperatures 


Dh, LCs LC; B5] 3 种 药剂 在 相对 不 利 的 温度 条 件 
下 (15 人 和 32C ),， 对 烟 粉 乱 地 中 海 隐 种 hsp70 表达 
量 的 诱导 均 表现 为 短期 效应 , 24 h 时 最 高 , 48 h 明 
显 下 降 , 到 72 h 基本 恢复 到 对 照 水 平 (图 4 ~6)。 
这 可 能 因为 热 激 重 日 的 诱导 表达 是 昆虫 对 环境 胁 据 
的 应 激 反应 , 是 一 种 短期 行为 , 如 条 长 期 大 量 表 达 


HAER, WW SCR RE AA A 
成 不 足 , 反而 更 不 利于 其 生存 ,因此 在 短 时 间 升 高 
后 又 逐渐 恢复 到 正常 水 平 。 为 外 ,LCs 的 3 种 药剂 
在 相对 不 利 的 温度 (15C 和 32%C ) 条 件 下 处理 24 h, 
烟 粉 到 hsp70 的 表达 量 均 高 于 25 时 表达 量 , 说明 
低 浓度 药剂 处 理 条 件 下 , 温度 变化 对 该 基因 的 诱导 
效应 要 大 于 杀 虫 剂 的 诱导 效应 ; 而 高 浓度 (LCsx 和 
LC) 药剂 在 不 同 温度 下 处 理 24 h 基本 都 可 显著 诱 
导 烟 粉 避 hsp70 的 表达 量 增加 ,说 明 高 浓度 药剂 的 
诱导 效应 比 低 浓度 药剂 要 明显 。 综 合 来 看 , 3 种 杀 
虫 药剂 对 烟 粉 乔 地 中 海 隐 种 hsp70 表达 的 诱导 具有 
明显 的 浓度 、 温 度 和 时 间 歼 应 。hsp70 在 其 他 昆虫 
中 同样 也 可 以 被 不 同类 型 的 杀 虫 药剂 诱导 表达 ， 如 
在 黑 腹 果 晶 Drosopila melanogaster P FY S (Kk RE 
(0.002 mg/L) 的 省 氰 菊 酯 诱导 表达 (Mukhopadhyay 
et al., 2002) ; YR HR NS A) SG oe H AR R 
Mamestra brassicae 细胞 系 中 hsp70 的 表达 , APS 
表达 量 与 时 间 和 药剂 浓度 相关 (Sonoda and 
Tsumuki, 2007 )。 抗 蚜 威 处 理 敏 感 和 抗 性 桃 蚜 
Myzus persicae 后 20 h 和 30 h, 其 hsp70 表达 量 均 显 
3$ Ey (Silva et al., 2012) 。 硫 丹 和 入 效 磷 对 钢 绿 
WE Lucilia cuprina 离 体 组 织 中 的 hsp60 和 hsp70 同样 
具有 明显 诱导 作用 (Sharma et al., 2008), Feng 等 
(2010) Ae BM En] 2E A zs Ach 388 n] 59 Ses Sg Dn] AE PR ER DL 
TE. iit A dh AR A ABC RS d AA AR WD pP HS Tetranychus 
cinnabarinus 的 hsp90 的 过 量 表达 , 推测 hsp90 的 表 
达 可 能 与 其 对 阿 维 菌 素 的 抗 性 和 对 极端 温度 的 忍耐 
Xe 

杀 忠 药剂 进入 生物 体内 后 除了 与 其 主要 作用 部 
标 结合 发 挥 其 毒性 外 , 还 可 引起 机 体 其 他 组 织 的 损 
伤 。 如 Bagchi 等 (1995 ) OME iL BE. APT Al se aK 
氏 剂 等 杀 虫 药剂 处 理 大 鼠 可 引起 其 脑 部 脂 类 的 过 和 氧 
化 及 DNA FNR, 这 主要 是 药剂 处 理 后 导致 机 
体内 产生 大 量 活性 氧 或 氧 自由 基 所 致 。 而 hsp EA 
的 过 量 表达 则 可 通过 短期 内 改变 细胞 的 代谢 活性 ， 
防止 蛋白 降解 、 抑 制 细胞 膜 中 脂 类 的 过 氧化 、 维持 
ATP 水 平 或 诱导 过 氧化 物 攻 化 酶 表达 等 消除 这 些 氧 
化 压力 ， 从 而 保护 细胞 免 受伤 害 (Freeman and 
Meredith, 1989) , Yadav € (2005 ) 也 认为 DDT 抗 
VEXE FIM Aedes aegyptia hsp70 的 高 水 平 表 达 可 能 
增强 了 其 对 高 温 的 耐 受 能 力 。 因 此 , 我 们 推测 ， 杀 
虫 药剂 诱导 的 hsp70 表达 量 增加 可 能 增强 了 烟 粉 下 
地 中 海 隐 种 对 杀 虫 药剂 和 高 温 的 耐 受 能 力 , 这 可 能 
是 导致 其 在 我 国 快速 扩张 的 原因 之 一 。 但 要 进一步 
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明确 hsps 过 量 表达 与 烟 粉 乱 地 中 海 隐 种 对 杀 虫 药 
剂 抗 性 (或 耐 受 性 ) 的 关系 , 则 需要 应 用 毒 理 基因 组 
学 的 理论 与 技术 进一步 深信 研 究 。 
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